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【緒言】
骨形成タンパク質 (bonemorphogeneticprotein8;BMPs)は,骨芽細胞の増殖,分
化,石灰化に関与し,骨再生における重要な因子であり,その応用は次世代の骨造成法
として期待されている｡このような背景のもと,インプラント体周囲の骨増生や早期オ
ッセオインテグレー ション獲得を目的に,recombinanthuman(rh)BMP･2を応用し
たインプラント体の生物学的表面改質が試みられている｡しかしながら,骨髄腔内に位
置するインプラント体周囲の骨形成およびオッセオインテグレーションに与える
rhBMP･2の効果については未だ明らかでない｡そこで,本研究ではrhBMP-2の骨髄
腔内-の投与が骨髄腔内の骨形成に与える効果を検討することを目的とし,①
rhBMP･2をマウス大腿骨の骨髄腔内に投与し,その効果を骨形態計測学的,組織学的,
分子生物学的に検討した｡さらに,②rhBMP･2で表面修飾したインプラント体をイヌ
顎骨に埋入し,rhBMP-2がオッセオインテグレー ションに与える影響を検討した｡
【方法および結果】
本実験では,Sebaldらの方法に従って大腸菌発現系にて作製された rhBMP･2を使
用した｡はじめに,rllBMP･2の骨髄腔内での効果を確認するため,マウス大腿骨体に
骨髄腔に達する直径0.6mmの移植寓洞を形成し,rhBMP12をそれぞれ1,10,1001喝
を含むコラーゲンゲルの凍結乾燥体 (ペレット)を骨髄腔内に移植した(n=4)0 Control
群としてrhBMP-2を含まないペレヅトを移植した(n=4)O移植から5,14日後に大腿
骨を回収し,マイクロCTを用いた骨形態計測学的検討,冗-E染色,TRAP染色,オス
テオカルシン (OCN)の免疫艶色による組織学的検討および定量性RTLPCRによる分
子生物学的検討を行った｡
移植 5日後において,皮質骨面積 (CA),皮質骨骨塩畳 (BMD)に関し,各群間に
差は帯められなかった｡海綿骨休耕率 (BV汀Ⅴ)は無処置群と比べcontrol群において
増加 した (p<0.05)が,rhBMP･2群と無処置群の間にさま有意な差は絡められなかったC
また,海綿骨BMDに関し,rhBMP･210ならびに100pg群ではcontrol群と比べ有
意に低下した (〆 0.01)｡次に,組織学的,分子生物学的検討を行った結果,control
群とrhBMP･2群共に骨髄腔内には骨組織が存在し,炎症性細胞でみたされている像が
確乾され,両群に組織学的な違いは静められなかったが,骨芽細胞,破骨細胞分化マー
カーの遺伝子発現量はcontrol群と比べrhBMP-2群において有意に増加したC
移植 14日後におけるCT画像解析の結果から,rhBMP･2群において著明な皮質骨
の非薄化および海綿骨の減少が観察された.また,rhBMPl210ならびに100岬群
のCA,BVPrVおよび海綿骨BMDはcontrol群と比較して有意に減少した(p<0.01)｡
組織所見より,control群では骨髄腔内にOCN弱陽性の骨組織とその周囲にOCN陽
性の骨芽細胞およびTRAP染色陽性の多核の破骨細胞が確認された.一方,rhBMP･2
群では骨髄腔外においてOCN弱陽性の骨組織とその周囲に骨芽細胞および破骨細胞
が確乾されたが,骨髄腔内では骨組紙およびそれらの細胞は確静されなかった.また,
分子生物学的検討を行った結果,rhBMP･2によって骨髄腔外に形成された骨組織で
は,control群と比べ骨芽細胞分化マーカーの遺伝子発現丑が有意に上昇していた
(p<0.01).しかし,rhBMPl2群の既存骨は,control群と比較して骨芽細胞,破骨
細胞分化マーカーの遺伝子発現圭が有意に低下していた (p<0.01)0
最後に,rhBMP･2で表面を修飾することがインプラント体のオッセオインテグレ
ーションに与える影響を検討するため,ビーグル犬の下顎骨にインプラント体を埋入
し,14日後にエックス線学的検討および除去トルク値を測定し,評価した｡その結果,
インプラント体周囲のエックス線透過性に関し,control群とrhBMP･2群の間には差
は認められなかった｡しかし,除去 トルク値はcontrol群と比べrhBMP･2群におい
て有意に低下した (p<0.05).
【考察】
本研究では,rhBMP･2が骨髄腔内の骨代謝療境に与える影響を明らかに
するため,マウス大腿骨骨髄腔内にrhBMP-2を投与 し,骨髄腔内の骨形成
状況を骨形態計測学的,組織学的,分子生物学的に解析 した｡その結果,
rhBMP･2は既知の報告通 り骨髄腔外には強力に骨形成を誘導するものの,
骨髄腔内では明らかに骨形成を抑制するとい う,骨髄腔内 ･外で相反する
機能をもつことを確認 したC さらに,rhBMP12の骨髄腔内でのインプラン
ト体周囲の骨形成,ならびにオッセオインテグレーションに与える効果を
検討するため,rIBMP･2で表面修飾 したインプラン ト体をイヌの下顎骨に
埋入 した｡その結果,rIBMP･2による表面処理は移植14日後の除去 トルク
値を有意に低下させたC
実際,骨髄腔内では骨髄腔外 と異なり,骨構成細胞 としての骨芽細胞,
破骨細胞,骨細胞 と造血幹細胞や リンパ球などの免疫細胞が共存してお り,
これ らの細胞が撤密に相互作用 しながら造血幹細胞ニッチの維持機能を果
たしているCそ して骨髄腔内に投与されたBMP･2は,骨芽細胞や破骨細胞
に直接的に働 くだけではなく,造血幹細胞ニッチを構成する細胞群に作用
することで間接的に造血幹細胞,ひい.ては骨髄舞境-影響を与えることが
考えられる｡すなわち,骨髄腔内ではこれ ら複数の細胞が複雑なクロス ト
ークを交わす ことで造血を担 う骨髄の空間を保持 してお り,BMP･2はその
メカニズムの一端を担っている可能性が示唆された｡
学位論文審査結果の要旨
本研究は､大腸菌由来recombinanthumanBMP12(rhBMP-2)が､一般的に普及している晴
乳細胞由来rhBMP-2と同等の骨形成能を有することを確課したoまた､rhBMP-2が骨髄腔内で
骨形成を抑制するという新規の知見を示した｡
大腸菌由来rhBMP-2の効果を検討するため､t'nviLroにおけるマウス大腿骨骨髄由来間葉系
間質細胞 (mBMSC)の骨芽細胞分化を評価した｡また､EnvivoにおけるrhBMp-2の効果を
検討するため､マウス背部皮下にrhBMP-2を含むアテロコラーゲンの凍結乾燥体 (ペレット)
を移植し､異所性骨形成能をX線的､組織学的に評価した｡次に骨髄腔内におけるrbBMP-2
の効果を検討するため､マウス大腿骨に23G針を用いて移植寓洞を形成後､rhBMP12を含むペ
レットを大腰骨骨髄腔内に移植し､骨髄腔内での骨形成能を骨形態学的､組織学的､分子生
物学的に評価した｡最後に､rhBMP-2溶液にて処理したインプラント体をイヌ下顎骨に埋入
し､インプラント体と骨との接合性をX線的､力学的に評価した｡
その結果､1)大腸菌由来rhBMP-2はかVfLroにてmBMSCの骨芽細胞分化を促進し､Lenvivo
にて異所性骨形成能を有することを確認した｡2)大腿骨骨髄腔にペレットを移植したとこ
ろ､5日後では､BMPl2群はContro一群と比較して皮質骨面積､海綿骨体積率が減少したOまた､
14日後では､BMP-2群はcontrol群と比較して皮質骨面積､海綿骨体積率が減少し､骨芽細胞 ･
破骨細胞分化マーカーの連伝子発現が有意に減少した｡3)rhBMP-2溶液にて処理したインプ
ラント体は､contro]#と比較して除去 トルク値が有意に低下した.
これら結果は､大腸菌由来rhBMP12が従来の噛乳細胞由来rhBMP-2と同等の骨形成能を有す
ることを示している.またrhBMP-2は､異所性､同所性で骨形成を促進する一方で､骨髄腔
内では骨形成を抑制するという新規知見を示している｡この機序の解明により､口腔インプ
ラント治療や骨代謝疾患治療の新規技術開発に大きく貢献することが期待できる｡よって､
審査委員会は本倫文に博士 (歯学)の学位姶文としての価値を静める｡
